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1 动物 源 食 品 中 重组 牛 生长 激素 的 作用 及 其 检测 方法 的 研究 进展 
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6 H 要 : 牛 生长 激素 (bST) 是 由 牛 脑 垂体 分 泌 的 一 种 蛋白 质 类 激素 ， 有 调节 代谢 和 促进 生长 的 功能 ， 并 可 增加 
7 ” 产 奶 量 。 随 着 基因 重组 技术 的 发 展 ， 人 们 制造 出 大 量 重组 牛 生 长 激素 CrbST)， 将 其 用 于 奶牛 饲养 ， 以 期 提 
8 ”高 奶牛 产 奶 量 。1994 年 ， 美 国 食品 药品 监督 管理 局 CFDA) 正式 批准 重组 牛 生长 激素 的 使 用 。 然 而， 随后 的 
9 ”研究 表明 重组 牛 生长 激素 的 使 用 对 动物 健康 和 人 类 健康 都 有 潜在 的 危害 。 因 此 ， 网 盟 、 日 本 、 加 拿 大 、 中 国 
10 ”等 国家 将 重组 牛 生长 激素 列 为 违禁 品 ， 严 禁 使 用 。 本 文 综述 了 动物 源 食 品 中 重组 牛 生 长 激素 的 功能 和 检测 方 

法 的 研究 进展 ， 则 在 为 研究 开发 重组 牛 生长 激素 的 快速 、 灵 敏 的 检测 方法 提供 借鉴 和 参考 。 
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牛 生长 激素 (bovine somatotropin,pS T). 是 由 牛 脑 垂体 前 叶 分 泌 的 一 种 蛋白 质 类 激素 ， 有 调节 动物 生长 和 
促进 奶牛 催乳 的 功能 外。 早 在 20 世纪 30 年 代 ， 俄 国 科学 家 就 发 现 将 脑 垂体 的 粗 提 物 注 射 到 奶牛 体内 能 够 增 
加 奶牛 产 奶 量 。 随 后 的 研究 发 现 ， 增 加 奶牛 产 奶 量 的 是 脑 垂体 粗 提 物 中 的 牛 生长 激素 。20 世纪 80 年 代 ， 随 
着 基因 重组 技术 的 重大 突破 , 人 们 研 第 
将 其 用 于 奶牛 饲养 中 。 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 使 奶牛 的 产 奶 量 增 加 了 1096-1596. 南非 是 第 1 个 允许 使 用 重组 
牛 生长 激素 的 国家 ，1994 年 美国 食品 和 药品 管理 局 (FDA )〉 正式 批准 了 重组 牛 生长 激素 的 使 用 外 。 随 后 的 研 
究 发 现 重组 牛 生长 激素 的 使 用 对 动物 健康 存在 潜在 危害 中 。 此 外 ， 重 组 牛 生长 激素 的 使 用 会 使 牛奶 中 可 疑 致 
癌 物 质 一 一 类 胰岛 素 生长 因子 1 号 (IGF-1) 含 量 显著 增加 ， 这 表明 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 对 人 类 健康 也 有 潜在 
22 ”威胁 。 因此， 欧盟 、 日 本 等 国家 都 禁止 了 重组 牛 生长 激素 的 使 用 ,我 国 也 明令 禁止 重组 牛 生长 激素 的 使 用 
23 1 人 牛 生长 激素 的 理化 性 质 及 其 功能 
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出 基因 合成 的 重组 牛 生长 激素 (recombinant bovine somatotropin,rbST ), 


muy 
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L1 牛 生长 激素 结构 与 功能 


牛 生长 激素 是 由 牛 脑 垂体 分 泌 的 一 种 蛋白 质 类 激素 ， 一 般 由 190 或 191 个 氨基 酸 组 成 申 ， 内 源 性 牛 生长 


激素 主要 有 4 种 ,它们 与 重组 牛 生 长 激素 的 主要 区 别 在 于 1/2 和 126/127 位 点 的 氨基 酸 ， 有 具体 见 表 1。 牛 生长 


激素 影响 牛 体内 营养 物质 的 组 织 代 谢 ， 脑 垂体 中 生长 激素 的 分 小 受 生长 激素 释放 因子 的 刺激 ， 受 生长 抑 素 的 


抑制 。 牛 生长 激素 的 作用 主要 有 提高 牛奶 合成 所 需 营 养 素 的 吸收 量 、 提 高 分 泌 细 胞 活性 和 提高 乳汁 合成 量 。 


表 1 内 源 性 牛 生长 激素 与 重组 牛 生长 激素 的 差异 


Table 1 Differences between endogenous bST and rbST 


氨基 酸 长 度 分 F WD 量 1 位 点 1/2 位 点 
126/127 位 点 
项 目 Items Amino acid Molecular mass Site 1 Site 1/2 
Site 126/127 
length /u 

牛 生长 激素 突 

191 21 788 AAR RAAR AR 
变 体 1 bST1 
牛 生 长 激素 突 

191 21 802 AAR KNAAR TAR 
变 体 2 bST2 
牛 生长 激素 突 

190 21717 KAAR AR 
变 体 3 bST3 
牛 生长 激素 突 

190 21 731 KAAR TAR 
变 体 4bST4 
重组 牛 生长 激 

191 21 851 EAR KAAR TAR 
素 rbST 


12 重组 牛 生长 激素 的 合成 及 其 使 用 


20 世纪 70 年 代 ，Genentech 生物 科技 公司 发 现 牛 生长 激素 基因 并 申请 了 专利 ， 随 后 利用 基因 重组 技术 合 


成 了 重组 牛 生长 激素 ， 其 结构 跟 内 源 性 牛 生长 激素 非常 接近 。 重 组 牛 生长 激素 跟 内 源 性 牛 生长 激素 的 区 别 在 


于 牛 内 源 性 生长 激素 的 N 端 位 置 的 丙 氨 酸 A) 被 蛋氨酸 M) 取代 ， 其 分 子 式 为 Co78gH1537N265O286S9， 如 


1 所 示 。 
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图 1 内 源 性 牛 生长 激素 与 重组 牛 生长 激素 区 另 


Fig.1 
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Difference between endogenous bST and rbSTIO 


重组 牛 生长 激素 的 使 用 能 使 处 于 泌乳 期 的 哺乳 动物 的 产 奶 量 增加 。 在 产 犊 后 的 第 8 周 ， 奶 牛 每 日 产 奶 量 
达到 最 高 ， 余 下 的 泌乳 期 每 日 产 奶 量 逐 渐 下 降 ， 而 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 会 使 奶牛 产 奶 量 在 本 应 逐渐 下 降 的 
时 期 仍 保持 在 较 高 水 平 。 产 奶 量 的 增加 取决 于 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 量 、 动 物 繁 殖 情况 、 营 养 情况 、 实 际 挤 


奶 操作 、 畜 群 健康 管理 和 环境 条 件 等 因素 。 


目前 重组 牛 生长 激素 的 应 用 并 没有 局 限于 奶牛 中 ， 重 组 牛 生长 激素 也 被 有 


日 于 山羊 、 绵 羊 和 鱼 等 其 他 物种 


当中 。 对 泌乳 期 的 山羊 使 用 重组 牛 生长 激素 可 以 增加 山羊 产 奶 量 ， 虽 然 山 壮 对 外 用 激素 的 泌乳 反应 个 体 差 异 
较 大 ， 但 是 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 会 使 山羊 产 奶 量 明 显 增加 《〈 增 量 高 达 27%) 中 。 有 研究 表明 重组 牛 生长 激 


素 的 使 用 会 使 大 部 分 鱼 类 的 生长 速度 增加 40% ~60%'* 101, 

关于 重组 牛 生长 激素 的 争议 

动物 健康 

尽管 美国 食品 药品 监督 管理 局 在 1994 年 批准 了 重组 牛 生长 激素 的 使 用 ， 


1.3 


1.3.1 


但 重组 牛 生 长 激素 的 使 用 i 
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50 ”颇具 争议 。 有 研究 表明 重组 牛 生长 激素 对 动物 健康 有 潜在 危害 ， 并 指出 重组 牛 生长 激素 的 使 用 会 使 奶牛 患 乳 


51 ” 房 炎 的 概率 增加 近 25%， 生 育 率 降低 约 40%, PR AER 5596; 该 研究 同时 表明 尽管 重组 牛 生长 激素 
52 ”的 使 用 会 使 奶牛 干 物质 进食 量 增加 ， 同 时 却 会 使 奶牛 的 健康 状况 下 降 0。 
53 132 人 类 健康 


54 牛奶 中 的 重组 牛 生长 激素 的 残留 对 人 类 健康 并 无 直接 影响 , 因为 重组 牛 生 长 激素 的 蛋白 质 结构 会 在 人 类 
55 ”消化 系统 中 被 分 解 。 重 组 牛 生 长 激素 对 人 类 主要 潜在 危害 是 因为 它 会 使 牛奶 中 的 可 疑 致 冶 物 质 一 一 [GF-1 的 


56 ”含量 显著 增加 。IGF-1 的 热 稳定 性 较 好 ， 乳 制品 加 工 工艺 中 常用 的 巴 氏 杀菌 并 不 能 使 其 变性 。 


57. 133 风险 评估 与 监管 


58 食品 法 典 委员 会 第 7 届 会 议 报 告 中 讨论 了 重组 牛 生长 激素 在 食品 中 残留 问题 ， 对 于 其 最 大 残留 限量 


59 CMRL) 和 每 日 允许 摄 入 量 CADD 的 说 明 是 “未 指定 ”。 这 意味 着 当时 未 能 确定 最 大 残留 限量 。 随 后 ， 联 合 


国贸 农 组 织 / 世 界 卫生 组 织 专家 委员 会 对 重组 牛 生长 激素 进行 了 风险 评估 ， 其 商定 结果 也 默认 了 “未 指定 ”最 


大 残 限量 和 每 日 多 许 摄 入 量 。2013 年 11 月 , 在 日 内 瓦 举行 的 第 78 届 联 合 国 粮农 组 织 和 世界 卫生 组 织 食品 添 


E 加 剂 联合 专家 委员 会 JECFA) 会 议 上 对 重组 牛 生长 激素 相关 数据 制订 了 新 的 要 求 ， 即 要 求 搜集 所 有 必要 的 
T63 — 数据 来 更 新 毒 理学 评估 数据 ,基于 食品 中 新 出 现 的 所 有 数据 更 新 暴露 评估 数据 , 评估 对 人 类 健康 的 潜在 危害 
中 ”考虑 是 否 有 必要 修改 关于 重组 牛 生长 激素 的 每 日 允许 摄 入 量 值 和 最 大 残留 限量 值 的 规定 。 会 议 中 规定 的 新 数 
CE5 。” 据 和 涉及 人 类 健康 的 其 他 信息 包括 ， 因 治疗 奶牛 乳腺 类 可 能 会 增加 的 抗生素 的 使 用 量 ， 因 对 奶牛 使 用 重组 牛 


.56 生长 激素 导致 的 牛奶 中 IGF-1 含量 的 增加 ， 重组 牛 生 长 激素 对 奶牛 体内 茶 些 病毒 表达 的 潜在 影响 等 。 
€ 重组 牛 生 长 激素 的 监管 制度 主要 是 由 各 个 国家 独立 制定 。 目 前 为 止 多 许 和 禁止 使 用 重组 牛 生长 激素 的 


H 


(98 X2. 


69 3&2 人 允许 使 用 重组 牛 生长 激素 和 禁止 使 用 重组 牛 生 长 激素 的 国家 
70 Table 2 Countries allow the use of rbST and countries prohibit the use of rbST!!?"] 
是 否 允 许 使 用 重组 牛 生长 激素 Whether 国家 Country 


allowed to use rbST 


巴西 、 智 利 、 哥 伦比 亚 、 哥 斯 达 歼 如、 厄瓜多尔 、 埃 及 、 萨 尔 瓦 多 共和 国 、 危 地 马 


是 Yes 拉 、 潜 都 拉 斯 、 肯 尼 亚 、 歼 巴 嫩 、 墨 西 哥 、 巴 基 斯 坦 、 巴 拿 马 、 和 秘鲁、 南非 、 南 韩 、 


委内瑞拉 、 津 巴 布 书 共和 国 


欧盟 (法 国 、 德 国 、 意 大 利 、 和 荷兰、 比利时、 卢 森 代 )、 加 拿 大 、 澳 大 利 亚 、 新 西 兰 、 


D» 


No 


日 本 、 以 色 列 、 中 国 
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迫 于 与 论 压 力 ， 一 些 制造 商 和 零售 商 只 销售 未 使 用 过 重组 牛 生长 激素 的 奶牛 生产 的 牛奶 及 其 玮 
FE， 和 省 梨 公 司 声 明 淮 梨 公 司 不 支持 使 用 重组 牛 生 长 激素 ， 主 要 是 因为 重组 牛 生长 激素 的 使 用 在 一 些 国家 被 认 
为 是 不 良好 的 农业 规范 ， 且 很 多 消费 者 也 不 认可 重组 牛 生长 激素 的 使 用 。 除 此 之 外 ， 目 前 很 多 农场 管理 条 件 
往往 不 能 达到 使 用 重组 牛 生 长 激素 所 要 求 的 条 件 。 

2 重组 牛 生长 激素 检测 方法 

目前 已 报道 的 重组 牛 生 长 激素 的 检测 方法 可 以 分 为 两 大 类 : 直接 检测 法 和 间接 检测 方法 。 直 接 检测 方法 
是 直接 检测 样品 中 重组 牛 生长 激素 残留 物 ， 而 间接 检测 方法 是 通过 检测 样品 中 特定 生物 标志 物 来 测定 是 否 使 
用 过 重组 牛 生 长 激素 ， 这 些 生物 标志 物 在 样品 中 的 浓度 与 重组 牛 生长 激素 的 使 用 量 直接 相关 。 

2.1 重组 牛 生长 激素 间接 检测 法 


= 


Mio 2000 


B 


2.1.1 检测 类 IGF-1 


重组 牛 生 长 激素 的 使 用 会 使 IGF-1 的 含量 显著 增加 ， 因 此 IGF-1 可 作为 生物 标志 物 。 目 前 已 有 研究 者 开 
发 出 用 免疫 学 方法 和 质谱 法 来 检测 不 同样 品 中 IGF-1 含量 的 方法 。IGF-1 能 和 类 胰岛 素 生 长 因子 结合 


(IGFBP) 紧密 结合 形成 IGF-1/IGFBP。IGF-1/IGFBP 的 形成 可 防止 IGF-1 在 牛奶 样品 中 的 降解 ，IGF-1 的 精 


确 测定 需要 先 将 化 合 物 彻 底 降解 ， 这 是 IGF-1 检测 中 的 关键 点 ， 这 一 步 又 通过 酸化 来 完成 。Daxenberger 404 


通过 加 入 类 胰岛 素 生 长 因子 2 号 IGF-2) 来 提高 此 步骤 效率 。 最初 , IGF-1 的 检测 局 限于 放射 免疫 检测 CRIA) 
法 ， 近 年 来 有 学 者 提出 采用 生物 传感器 、 酶 联 免疫 吸附 测定 ELISA) 和 电化 学 发 光 免 疫 测 定 CECLIA) 等 


技术 0559。 有 研究 者 利用 流 式 细胞 免疫 测定 CFCIAO 法 测定 了 血液 中 的 IGF-1 含量 ， 该 方法 检测 限 为 216 


ng/mL， 显 著 改 善 了 重组 牛 生 长 激素 检测 的 特异 性 和 灵敏 度 01。IGF-1 也 可 以 通过 质谱 检测 ， 目 前 有 2 BUS 
测 方法 ， 一 种 是 直接 检测 完整 的 IGF-1， 另 一 种 是 用 胰 蛋 白 酶 酶 解 IGF-1 之 后 测定 其 特异 性 肽 段 b9， 质 谱 检 
测 之 前 的 前 处 理 部 分 的 关键 点 仍 是 IGF-LIGFBP 的 解 离 
2.1.2 检测 重组 牛 生长 激素 的 抗体 

重组 生长 激素 的 另 一 种 生物 标志 物 类 型 是 重组 牛 生长 激素 的 抗体 , 重组 牛 生长 激素 抗体 是 牛 体内 因 连 续 
重组 牛 生长 激素 治疗 应 激 产 生 的 。 这 种 方法 首次 被 Scippo 等 09 开 发， 他 们 采用 ELISA 法 测定 牛 血液 中 的 重 
组 牛 生长 激素 抗体 浓度 ， 在 注射 重组 牛 生长 激素 后 的 第 28 周 便 能 在 公牛 体内 检测 到 重组 牛 生长 激素 抗体 ， 
奶牛 体内 的 重组 牛 生长 激素 抗体 则 是 在 注射 后 的 第 66 周 便 可 被 检测 到 。 抗 体 浓度 在 注射 重组 牛 生长 激素 后 
的 第 3 或 第 4 个 月 开始 逐渐 上 升 ， 在 后 来 的 6 个 月 中 逐渐 趋 于 稳定 。 在 这 段 时 间 内 ， 可 通过 上 述 方 法 检测 牛 
[ 液 中 生物 标记 物 或 抗体 浓度 来 测定 是 否 使 用 过 重组 牛 生长 激素 。 由 于 牛 对 重组 牛 生长 激素 免疫 应 答 的 个 体 
差异 较 大 ， 具 有 较 低 免疫 应 答 的 牛 不 产生 抗体 ， 导 致 部 分 检测 结果 呈现 假 阴 性 Po20。 


2.1 


他 们 了 


.3， 检测 其 他 生物 标志 物 
除了 IGF-1 和 重组 牛 生长 激素 的 抗体 之 外 , 还 有 其 他 生物 标志 物 可 以 间接 检测 是 否 使 用 过 重组 牛 生长 激 
素 。Scippo 等 2 研究 表明 ， 牛 血液 中 类 胰岛 素 结合 蛋白 -2〈IGFBP-2) 的 含量 跟 生 长 激素 的 使 用 有 一 定 关系 。 


于 发 了 一 种 利 


ninaXiv 合 作 期 刊 


用 IGFBP-2 特异 性 抗体 的 免疫 学 方法 来 检测 IGFBP-2。 该 方法 对 检测 注射 过 重组 牛 生长 激 


素 的 牛 效果 显著 ， 并 在 奶牛 接受 重组 牛 生长 激素 治疗 之 后 60 周 便 能 检测 出 是 否 使 用 过 重组 牛 生 长 激素 。 


Hh 


FRAT ANH CFCIAO 同时 测定 了 血清 中 的 


4 种 生物 标志 物 : IGF-1、 重 组 牛 生 长 激素 抗体 、 


骨 钙 素 和 IGFBP-2. IGF-1 和 IGFBP-2 对 重组 牛 生长 激素 治疗 的 响应 较 迅 速 ， 而 骨 钙 素 和 重组 牛 生长 激素 抗 
体 的 响应 比 IGF-1 和 IGFBP-2 的 响应 更 持久 。 基 于 对 60 多 个 对 照样 品 的 分 析 ， 得 出 以 IGF-1 和 骨 钙 素 作为 
生物 标志 物 的 方法 的 检测 限 分 别 为 216 和 160 ng/mLU9221, 


2.2 


长 激素 结构 极其 相似 ， 且 血液 和 4 


重组 牛 生 长 激素 直接 检测 法 


重组 牛 生 长 激素 是 一 种 蛋白 质 类 激素 , 它 的 检测 一 直 较 有 难度 。 一 是 因为 重组 牛 生长 激素 跟 内 源 性 牛 生 


F 奶 中 重组 牛 生长 激素 的 浓度 很 低 。 二 是 动物 血液 中 重组 牛 生 长 激素 浓度 波 


动 较 大 。 目 前 直接 检测 重组 牛 生长 激素 的 方法 主要 有 基于 免疫 学 的 检测 方法 和 基于 质谱 的 检测 方法 。 


2:2. 


19714E, 


30 min， 此 研究 以 免疫 学 方法 为 基础 ， 检 测 到 血 ; 


1 免疫 学 法 
基于 免疫 学 的 检测 方法 无 法 区 分 重组 牛 生长 激素 和 内 源 性 牛 生长 激素 ， 只 能 检测 到 这 2 种 形式 的 生长 激 
素 的 总 和 。 


于 肾脏 排泄 和 生长 激素 受 介 导 的 消除 作用 ， 血 清 中 生长 激素 的 半衰期 非常 短 (15~20 min) 23, 
Trenkle5 首 次 评估 了 生长 激素 的 动力 学 参数 ， 研 究 表明 重组 牛 生长 激素 的 半衰期 约 为 22 min。 该 作 
者 还 研究 了 牛犊 和 绵羊 体内 生长 激素 代谢 机 制 ， 试 验 结果 表明 生长 激素 在 牛犊 和 绵羊 中 的 半衰期 分 别 为 13 和 


s 


中 生长 激素 的 浓度 在 施 药 后 的 7 d 内 显著 上 升 ， 在 14 d 之 后 


逐渐 下 降 253。 该 作者 另 有 研究 表明 ， 未 使 用 重组 牛 生 长 激素 的 奶牛 血清 中 生长 激素 浓度 在 0~10 ng/mL， 每 日 


RE 
M 
| 四 

pad 


种 生长 激素 的 总 和 P。 
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2 质谱 法 


重组 牛 生 长 激素 注射 的 奶牛 血清 中 生长 激素 浓度 约 为 40 ng/mL29。 尽 管 免疫 学 法 在 定量 测定 中 精确 有 
昌 检 测 限 较 低 ， 可 达 pg/mL 级 别 ， 但 该 方法 无 法 区 分 重 


组 牛 生长 激素 和 内 源 性 牛 生长 激素 ， 检 测 到 的 是 2 


有 研究 采用 电 喷 和 雾 (ESI) 和 基质 辅助 激光 解析 (MALDI 的 质谱 法 成 功 检 测 到 重组 牛 生长 激素 28-301， 


其 中 部 分 研究 检测 的 是 完整 的 重组 牛 生 长 激素 ， 还 有 一 部 分 


测 完整 重组 牛 生 长 激素 的 方法 能 够 鉴别 内 源 性 牛 生长 激素 和 重组 牛 生 长 激素 ， 但 其 灵敏 度 低 ， 对 分 子 质量 有 


限 和 


8j, DA 


此 ， 研 究 者 们 为 了 将 分 析 限 定 在 特异 性 肽 段 ， 对 习 


是 检测 的 重组 牛 生 长 激素 的 特异 性 肽 段 。 直 接 检 


组 牛 生 长 激素 的 酶 解 效果 进行 了 研究 。Rochut 等 


60 研 究 并 对 比 了 
RH, UREE 


IREE ES. 
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分 内 源 性 牛 生长 激素 和 重组 牛 生长 激素 。 


从 直接 检测 法 和 间接 检测 法 的 应 用 中 可 以 看 出 , 间接 检测 法 不 能 
牛 生长 激素 的 浓度 ， 


[m] 
HH 


性 生长 激素 和 重组 9 


重组 生长 激素 浓度 较 低 ， 对 样品 前 处 到 


开发 需要 进一步 研究 前 处 理 的 简化 及 检测 方法 灵敏 度 的 提高 。 


3 不 同样 品 中 生长 激素 的 检测 
3. ”血液 
在 血液 


等 52 采用 硫酸 铵 沉 洗 和 


激素 (reST) 的 N 端 特异 性 


生长 激素 ,4 h 之 后 观察 到 重组 马 4 


随后 有 下 


检测 到 重组 4 


F 生 长 激素 ， 在 24 h 之 后 可 检测 到 


因为 动物 个 体 差 异 ， 可 能 出 现 假 阴 性 和 假 阳 性 的 结果 ， 
直接 检测 法 主要 有 免疫 学 法 和 质谱 法 。 免 疫 学 法 能 直接 反映 出 术 
FE 长 激素 的 总 和 。 基 于 质谱 检测 的 方法 有 2 种 ， 
种 方法 灵敏 度 较 低 ， 男 一 种 是 通过 测定 特异 性 肽 段 测定 重组 牛 生长 激素 的 浓度 ， 该 方法 灵敏 度 高 ， 但 是 因 样 


要 求 较 高 ， 前 处 理 步 又 繁琐 。 因 此 ， 重 组 牛 生 长 激素 检测 方法 的 


回 相 萃取 等 方法 对 马 血 样 ; 
E 肽 段 。 该 试验 表明 ， 注 射 完 重组 马 生长 激素 后 的 8 min 就 可 在 1 
长 激素 浓度 达到 最 大 值 。 该 研究 开辟 了 在 动物 基质 中 检测 生长 激素 的 先河 。 
究 报 道 了 关于 接受 众 乳 素 治疗 的 奶牛 血液 中 重组 牛 生长 激素 的 特异 性 检测 ， 还 
除 动力 学 , 但 该 检测 方法 灵敏 度 未 达到 预期 效果 。 研 究 表明 ， 在 接受 重组 牛 生 长 激素 注射 
组 牛 生长 激素 最 大 浓度 ， 约 为 10 ng/mL; 随后 血液 中 重组 牛 


C 
人 


酶 的 酶 解 效 果 ， 结 果 表 明 胰 和 蛋白 酶 的 酶 解 效果 最 佳 。 
酶 酶 解 为 基础 的 方法 显著 提高 了 检测 方法 的 灵敏 度 ， 这 种 基于 特异 性 肽 段 的 检测 方法 能 够 区 


接地 反映 1 


其 检测 结果 需要 进一步 地 验证 。 


EF 品 中 生长 激素 的 浓度 ， 但 是 检测 到 的 是 内 源 
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上 述 研究 


x 


! 液 和 和 牛奶 等 样品 中 的 重组 


种 是 直接 检测 完整 的 重组 生长 激素 ， 这 


行 前 处 理 ， 利 ) 


FP, 重组 生长 激素 浓度 极 低 (pg/L 级 别 ), 故 生长 激素 的 提取 和 检测 分 析 较 困难 。 Bailly-Chouriberry 
] 胰 蛋白酶 酶 解 ， 采 用 质谱 检测 重组 马 生长 


I 浆 中 检测 到 重组 马 


ER J EPE E 


[4 h 30 min 之 后 便 可 


生长 激素 含量 逐渐 下 降 ， 但 是 在 注射 后 4 d 之 内 仍 可 以 进行 定量 检测 向 。 随 后 在 不 同 动物 中 的 研究 表明 ， 虽 然 


动物 体内 重 


度 ， 故 可 说 


32 ”牛奶 


清 中 的 重组 4 


F 生 长 激素 浓度 ， 该 方法 的 检测 限 为 0.5 hg/mL， 使 用 


长 激素 浓度 为 5~10 hg/mL，Rochereau-Roulet 等 B5l 建 立 的 方法 的 检 出 限 远 低 于 鱼 类 于 


E 明 该 方法 是 检测 鱼 类 


1 清 中 重组 


组 牛 生长 激素 浓度 的 个 体 差异 较 大 , 但 是 经 过 2 个 周期 的 催乳 素 注射 之 后 其 浓度 均 高 于 100 ng/mL, 
可 检测 到 重组 牛 生长 激素 的 时 间 长 达 2 周 S31。 同样 的 方法 成 功 应 用 于 注射 过 重组 牛 生 长 激素 的 
中 重组 牛 生 长 激素 浓度 的 检测 。 在 1 只 注射 了 1 剂量 (250 mg) 催 乳 素 的 羊 的 | 
的 最 大 浓度 约 为 40 ng/mLB9。Rochereau-Roulet 等 55 用 液 相 色谱 串联 质谱 (LC-MS/MS) 检测 了 彩虹 


了 重组 牛 生长 激素 的 鱼 类 的 


他 动物 二 


液 


浆 中 检测 发 现 其 重组 牛 生 长 激素 


鲜 鱼 血 


清 中 重组 牛 生 


清 中 重组 牛 生长 激素 浓 


F 生 长 激素 浓度 有 效 的 方法 。 
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牛奶 是 目 


前 为 止 检 测 重组 牛 生 长 激素 最 具 挑 战 怕 


China 1) Ade HAI 
ChinaXIvertFAHTU 


的 样品 ， 主 要 是 因为 以 下 2 个 原因 : 一 是 牛奶 中 重组 牛 


生长 激素 浓度 很 低 〈<ng/mL);， 二 是 牛奶 基质 中 组 分 复杂 ， 和 牛奶 基质 中 有 很 多 结构 和 性 质 跟 重组 牛 生 长 激素 


极其 相近 的 蛋 E 


行 浓缩 处 理 。 


程 之 后 用 高 效 


但 是 这 个 水 平 


e 


浓度 极 低 ， 仍 


中 的 重组 牛 生 


热处理 导致 的 


目前 为 止 , 检测 血清 和 


[ 浆 中 重组 牛 生长 激素 的 方法 一 般 是 通 


液 相 色 - 谱 电 喷雾 串联 质谱 (LC-ESI-MS/MS) 法 检测 其 


还 不 足以 检测 


质 ， 因 此 开发 重组 牛 生 长 激素 检测 方法 时 应 着 重 注意 样品 的 净化 和 提取 ， 必 要 的 时 候 可 以 进 


过 固 相 萃取 、 甲 醇 沉 淀 和 酶 解 等 前 处 理 过 


特异 性 肽 段 ， 该 方法 检测 限 可 达 7 ng/mL, 


牛奶 中 重组 牛 生长 激素 的 浓度 ， 因 此 需要 更 高 精确 度 和 灵敏度 的 检测 方法 来 解决 


研究 表明 应 用 多 反映 监测 模式 能 提高 检测 方法 的 灵敏 度 6。 然 而 ， 因 为 牛奶 中 重组 牛 生 长 激素 


需要 进一步 研究 开发 高 灵敏 度 的 检测 方法 和 提取 率 高 的 前 处 理 方法 。 
研究 表明 重组 牛 生长 激素 是 热 敏 感 物质 89,， 巴 氏 杀 菌 、 喷 雾 干燥 等 跟 热处理 相关 的 加 工 工艺 会 破坏 牛奶 
长 激素 ， 导 致 重组 牛 生长 激素 回收 率 降 低 。 食 品 中 残留 的 重组 牛 生长 激素 被 破坏 ， 从 食品 安全 


4 小 结 及 展望 


本 文系 统 
组 牛 生长 激素 


测定 血液 和 人 牛 


介绍 了 重组 牛 生长 激素 检测 方法 的 研究 进展 。 随 着 有 效 的 提取 技术 和 检测 技术 的 迅速 发 展 ， 习 
检测 方法 在 近 几 年 有 较 大 突破 。 但 是 因 血 液 和 牛奶 样品 中 重组 牛 生 长 激素 浓度 极 低 ， 为 了 精确 


角度 考虑 对 消费 者 有 利 ， 然 而 同时 也 意味 着 目前 多 数 方法 并 不 适用 于 食品 中 残留 的 重组 牛 生 长 激素 的 检测 ， 
重组 牛 生长 激素 浓度 的 降低 使 检测 难度 更 大 。 


[Rh 


奶 样品 中 重组 牛 生长 激素 的 浓度 ， 仍 需 将 研究 重点 放 在 提高 检测 方法 的 灵敏 度 上 。 对 比 不 同 的 


检测 方法 可 知 ， 由 于 动物 个 体 差异 ， 间 接 检测 法 会 出 现 假 阴性 等 问题 ， 其 检测 结果 需要 进 
测 法 中 的 免疫 学 方法 虽然 精确 ， 但 是 不 能 区 分 内 源 性 牛 生长 激素 和 重组 牛 生长 激素 。 目 


i 验证 ; 直接 检 
前 


= 
zv 
前 ， 基 于 质谱 通过 检 


测 特 异性 肽 段 测定 重组 牛 生长 激素 浓度 的 方法 比较 精确 可 靠 ， 它 能 精确 分 辨 内 源 性 牛 生长 激素 和 重组 牛 生长 
激素 的 ， 其 方法 有 以 下 2 种 : 一 种 是 从 基质 中 将 重组 牛 生 长 激素 提取 出 来 ， 胰 和 蛋白酶 酶 解 ， 检 测 特 异性 NN 端 


肽 段 ， 另 一 种 
关于 重组 


lim 
n8 
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研究 的 进一步 
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Recombinant Bovine Somatotropin: Function and Research Progress of Detection Methods in Animal-Source Food 
LILi? LIMing!? ZHENG Nan? REN Hui? WEN Fang!^ 
(1. State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of Agriculture Sciences, 
Beijing 100193, China; 2. College of Food Science and Engineering, Jilin University, Changchun 130022, China; 3. 
Ministry of Agricultural Milk and Dairy Inspection and Supervision Center, Beijing 100193, China) 

Abtract: Bovine somatotropin (bST), also called growth hormone (GH) is a kind of protein hormone, which is 
produced from anterior pituitary gland of mammals. bST could regulate metobolic process, promote animal growth 
and increase milk yield. With the breakthrough of genetic recombination technology, an large amount of rbST was 
produced and applied to dairy farming to increase milk yield. USA approved the use of rbST in 1994 (FDA). While 
further studies have showed that the use of rbST may have potential threat to both human and animal health. Thus, 
many countries including European Union, Canada, Japan and China have prohibited the use of rbST, which 
classified as contraband. The function and research progress of detection methods of rbST in animal-source food 
were summarized in this review, aiming to provide reference to the research development of rapid and sensative 
detection methods of rbST. 

Key words: recombinant bovine somatotropin; function; food safety; detection method 
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